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OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A sziviejlédési rendellenességek a leggyakoribb velesziiletett fejlddési rendellenességek kozé tartoznak, és ve-
zet$ okai a gyermekkori elhaldlozdsnak. A betegség prenatélis diagnosztikdjat a magzati echokardiogrifia jelenti. A vizs-
gilat nem tartozik a rutin szrémdédszerek kozé, és megbizhatésiga tobb paramétertdl is fiigg. Egyre nagyobb az igény
olyan biomarkerekre, amelyek segitségével kisziirhetSek a magasabb kockdzatu terhességek. fgéretes megolddst kinal-
nak az anyai keringésben fellelhet6 magzati eredetdi szabad nukleinsavak, amelyek egyszert vérvétellel hozziférhets-
ek. A mikro-RNS-ek (miRNS) olyan rovid, fehérjét nem kédolé RNS molekuldk, amelyek fontos szerepet toltenek be
az eukaridta gének poszttranszkipcids szabdlyozasiban. Tobb, a szivfejlédés folyamatdban résztvevd gén expresszidjit
is befolydsoljdk, ezaltal Osszefliggésbe hozhatéak a szivfejlddési rendellenességekkel. Azok a miRNS-ek, amelyek
expresszdlédnak a placentiban, kimutathatéak az anyai keringésben, és rendkiviili stabilitdsuknak készonhetSen potenci-
alis biomarkerként szolgdlhatnak. A magzati eredetd miRNS-ek expressziés vizsgdlata Gj lehetségeket nyit a noninvaziv
molekuldris magzati diagnosztikdban.

Anyagok és modszerek: Kutatécsoportunk célkitiizése a miRNS-ek szerepének vizsgélata a velesziiletett szivfejlédési rend-
ellenességek kialakuldsdban, illetve alkalmazhatésiguk felmérése a noninvaziv molekuldris magzati diagnosztikiban.
A vizsgilatainkba 14 szivhibds magzatot hordozé és 14 egészséges magzatot viseld anyit vontunk be. Megmértiik a ler-7¢
miRNS expresszidjit anyai plazma mintikban valés ideji PCR médszerrel, tovibbd modelleztik a miRNS lehetséges
hatismechanizmusit bioinformatikai eszk6zok segitségével.

Eredmények és kivetkeztetések: Eredményeink szerint a /er~7c miRNS expresszidja lényegesen fokozédott a beteg mintdk
esetében. Ez alapjin azt feltételezziik, hogy a /ler~7c a velesziiletett szivfejlddési rendellenesség potencidlis biomarkere, és
a kozeljovében a magzati szivultrahanggal kombindlva alkalmazhaté lehet a betegség kisztirésére.
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Let-7c in maternal circulation as a potential biomarker for
congenital heart defect

ABSTRACT

Objectives: Congenital heart defects (CHD) are the most common fetal malformations and the leading cause of perinatal
death. Fetal echocardiography is the most widely used diagnostic tool for CHD, however, it does not belong to the rou-
tine screening examinations, and its reliability depends on several parameters. There is a great need for biomarkers which
could detect CHD easily with high accuracy. Cell-free fetal nucleic acids are present in the maternal circulation and can
be measured by a simple blood test. MiRNAs are short, non-coding RNA molecules that play an important role in the
regulation of eukaryotic gene expression. MiRNAs which contributes to heart development are associated with congeni-
tal heart diseases. Some of them are expressed by the placenta and can be found in maternal circulation in consequence.
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Materials and methods: In this study, our aim was to analyze the /er-7c miRNA abundance in maternal plasma samples

by RT-PCR method and to model the possible triggering effect of Je~7c miRNAs in congenital heart disease by bioin-

formatic analysis. Peripheral blood samples were collected from 28 pregnant women: in 14 cases the fetus had CHD,

and in 14 control cases no CHD was diagnosed.

Results and conclusions: Significant difference was measured in the expression of /ez-7c concentration between the affected

and the control group, therefore, /e-7c seems to be a potential biomarker for fetal CHD. We suppose that the detection

of heart development related miRNAs reveals new opportunities for congenital heart defect research and diagnosis.
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BEVEZETES

A velesziletett sziviejlddési rendellenességek (VSzR)a sziv
és a nagy erek strukturilis és funkciondlis defektusaival
jaré korképek. A leggyakoribb kongenitdlisanomalidkhoz
tartoznak,és vezetd okai a csecsemd- és gyermekkori el-
halalozdsnak [1]. A betegséggel sujtott ujszildttek tobb
mint felének kritikus az dllapota és legtobbszor sebészeti
beavatkozdsra van sziikségiik. A rendellenesség stlyossd-
gitdl és sebészeti korrigalhatésigatdl nagymértékben fiigg
a gyermek vdrhaté élettartama, ezért fontos a terhesség
alatti felismerés. Az idejében detektalt szivbetegség lehe-
tévé teszi az esetleges életmentd kezelések elvégzését, il-
letve megalapozza a tarsulé kérképekre vald sziirést is [2].

A velesziiletett szivfejlédési rendellenesség sziiletés elt-
ti diagnosztikdja magzati echokardiogréfidvaltrténik [3].
Megbizhatésdga tobb paramétertsl is fiigg, mint példaul
az anyai suly, a berendezés mindsége és a vizsgild szak-
képzettsége [4]. Ebbdl kifolydlag nagy az igény az olyan
biomarkerekre, amelyeket a magzati szivultrahanggal kom-
bindlva novelhet a vizsgilat diagnosztikus értéke. Széles
korten elterjedt a nyaki redd vastagsiginak a mérése [5],
tovdbbd Gsszefuggést mutattak ki egyes, a terhesség alatt
vizsgalt szérum markerek (beta-hCG és PAPP-A) és a ve-
lesziiletett szivhibik megjelenése kozott [6].

igéretes megolddst kindlnak az anyai keringésben fel-
lelhetd magzati eredetl szabad nukleinsavak. A szabad
nukleinsavak egyszerd vérvétellel hozziférhetSek [7].
A szabad magzati eredetd nukleinsavak prenatilis diag-
nosztikai alkalmazdsa napjainkban egyre szélesebb kort:
alkalmazzak magzati nem (nemhez kotott betegségek sz G-
résére) és vércsoport meghatirozdsra, apai allél édltal meg-
hatirozott 6rokletes betegségek és szdmbeli kromoszéma
eltérésék sziirésére [8].

A mikroRNS-ek (miRNS) olyan rovid, fehérjét nem
kédolé RNS molekuldk, melyek fontos szerepet tolte-
nek be az eukariéta gének poszttranszkipciés szabélyo-
zésdban [9]. Tobb, a szivfejlddés folyamatiban résztvevd
gén expressziéjit is befolydsoljdk, ezaltal oOsszefiiggésbe

hozhatéak a szivfejlédési rendellenességekkel [10].Azok
a miRNS-ek, amelyek expresszdlédnak a placentiban,
kimutathatéak az anyai keringésben, és rendkivili stabi-
litdisuknak koszonhetSen potencidlis biomarkerként szol-
galhatnak [11]. A magzati eredetd miRNS-ek expresszids
vizsgalata Gj lehet8ségeket nyit a non-invaziv molekuldris
magzati diagnosztikdban.

A Jet-7 miRNS csaldd tagjai konstitutivan expressza-
lédnak a sziv- és érrendszer f6bb sejtjeiben, beleértve
a vaszkuldris simaizomsejteket, az endothel sejteket és
a koszortér simaizomsejtjeit [12, 13]. Coppola és munka-
tarsai 2013-ban kisérletekkel bizonyitottik, hogy a ler-7c
részt vesz a cardiomyogenesis szabalyozdsdban: célpontja
egy olyan metil-transzeferdz enzim (EzA2), amely kulcs-
fontossagu, szivfejlédést szabdlyozé transzkipcids faktoro-
kat csendesit (ezaltal a miRNS serkenti a folyamatot) [14].
A let-7c prekurzora a humén 21-es kromoszéman kédolt
(21p11.1). A Down-szindréma, mds néven 21-es triszémia
gyakran tdrsul szivfejl6dési rendellenességgel [15], ezért
osszefliggés feltételezhetd a Jer-7c megemelkedett képia-
szama és a szivhibak megjelenése kozott.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgilatok elvégzéséhez 28 varandéstol gydjtottiink
mintdt. A 14 beteg eset (1. Tébldzat) kivélasztdsindl
az aldbbi kritériumokat vettik figyelembe: 1) a magzat
pozitiv echokardiogrifiai lelete, 2) citogenetikai vizsgalat-
tal nem igazolédott aneuploida, 3) a spontin fogant ter-
hesség 4) nem ikerterhesség, 5) az anya kértorténetében
nem szerepel kardiovaszkuldris megbetegedés. A kontroll
csoportban 14, a beteg csoporttal életkor és a vérvételkori
terhességi kor alapjin 6sszehasonlithaté virandés szerepelt

(2. T4blazat).

miRNS extrakcié

Az anyai periférids vérmintakat zdrt vérvételi rendszer se-
gitségével vettik le. A mintakat EDTA tartalmu csévekbe
gytjtottik. A vérmintikb6l Eppendorf 5810 R (Eppendorf
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1. tablazat A betegcsoportban eléforduld sziviejlédési
rendellenességek

Minta-
szam

1

Szivfejl6dési rendellenesség

Ventricularis Septum Defectus (VSD), Pulmonalis
Atresia (PA)

Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS), Aorta
Atresia (AA)

Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS), Aorta
Atresia (AA)
Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)
Univentricularis Sziv (UVH), Nagyér Transpositio
(TGA)
Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD),
Pulmonalis Atresia (PA)
Pulmonalis Atresia (PA)
Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS)
Ventricularis Septum Defectus (VSD)

0 Hypoplasias Jobbszivfél Syndroma (HRHS)

1 Fallot Tetralogia (TOF), Kettés kiaramlasu Jobb
Kamra (DORV)

12 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)
13 Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS)
14 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)

2

= ©O© o ~N O

2. tablazat A vizsgalatokban résztvevd édesanyak atlagos
életkora és a terhesség kora. VSzR: Velesziletett szivfejldési
rendellenesség, p: p-érték

VSzR (n=14) Kontroll (n=14) p
Anya életkora
(év) 32,5 (20-38) 31,5 (24-39) 0,33
Terhességi kor
(hét) 20,9 (15-25) 19,4 (13-33) 0,99

AG, Hamburg, Neémetorszdg) tipusi centrifuga segitségével
elvilasztottuk a plazmdt. A mintdkat 10 percig 2,500 rpm
fordulatszamon, majd a leszivott feliliszét 10 percig 15,500
rpm fordulatszdmon centrifugéltuk. A plazmibdl
miRNS extrakciét végeztink a NucleoSpin® miRNA Plasma
(Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszdg) kit

telhaszndldsdval, a gydrto leirdsanak megfelelGen.

Ossz-miRNS koncentraciomérés

A kapott mintik 6ssz-miRNS koncentriciéjit Nanodrop
1000 UV-VISspektrofotométer (Thermo Fischer Scientific
Inc., Wilmington, USA) segitségével hatdroztuk meg.
RNA-40 bedllitissal dolgoztunk, és az egyes mérésekhez
2 pl mintat haszndltunk fel.

cDNS szintézis és RT-PCR

A miRNS minték reverz transzkipcidjit a miScript® II RT
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszdg) felhasznéldsival
végeztiik el, a gyart6 leirdsinak megfelelsen. A RT-PCR
reakcidk kivitelezéséhez a LightCycler® FastSart DNA Master
SYBR Green I kitet (Roche Ltd., Penzberg, Németorszdg) hasz-

néltuk. A reakciét a /er~7c miRINS-re és a kontroll#6snRNS-
re specifikus primerekkel (miRCURY LNA™ PCR primer
set, Exigon A/S, Vedbek, Ddnia) hajtottuk végre, a gydrték
leirdsdnak megfeleléen. A mérések sordn a globin hdztartdsi
gént alkalmaztuk kalibratorként, elére meghatirozott kon-
centricidkban (15, 1,5, 0,15, 0,015 ng/ul).

A RT-PCR reakcickat a Light Cycler® 4.05 szoftver-
rel dolgoztuk fel. Az egyes mintdkhoz tartozé ler-7c és u6
koncentricidkat Excel tdbldzatban (Microsoft Co., Seatt-
le, USA) rogzitettiik, és tovdbbi szdmitdsokat végeztiink.
Az adatok normalizdlisa a kovetkez8 moédon tortént:
az egyes mintikban 1évé ler-7c koncentriciét elosztottuk
az ugyanabban a mintiban mért #6 koncentriciéval, majd
a kapott hanyadost megszoroztuk az Gsszes mintdban dt-
lagosan mért #6 koncentriciéval.

Bioinformatikai analizis

Az Uniprot[16]és a
adatbazisokfelhasznaldsival olyan fehérje kddols —gé-

GeneOntology  [17]internetes
neket kerestiink, melyek részt vesznek a szivfejlédés
szabalyozdsiban. A kapott géneket a miRWalk [18]
webszerverrelvizsgiltuk tovabb, amely tobb miRNS-target
predikciés programot kombindl. Mi ezek koéziil a Diana-
microl’ [19], miRanda [20] és Tarbase [21] eszkozoket
alkalmaztuk, amelyek kilonféle paramétereket vesznek
figyelembe a predikcié kiszdmitdsdnal (seed régié komp-
konzerviltsig stb.). AmiRTarBase [22]
adatbazis segitségével meghatdroztuk, hogy a prediktalt
miRNS-mRNS interakcidkat validalték-e valamilyen ki-
sérleti médszerrel (microarray, RT-PCR stb). Az utol-
s6 lépésben megvizsgiltuk, hogy a prediktilt target

lementaritis,

gének kozil volt-e olyan, aminek a mutdciéjit Gsszefiig-
gésbe hoztik szivfejlddési rendellenességgel. Erre a célra
a CHDWiki [23] adatbézist alkalmaztuk forrasként.

Statisztika

A statisztikai elemzéseket a STATISTICA (SzatSoft Inc.,
Tulsa, USA) szoftverrel végeztik el. Az eredményeket
dtlag+szérds formaban adtuk meg, esetenként megjele-
nitettik a medidn, minimum, maximum és percentilis
értékeket is.A csoportok kozotti eltérések statisztikai
szignifikancidjit a Student-féle t-prébdval szamoltuk ki,
szignifikdns kiilonbségnek a p<0,05 értéket vettiik.

EREDMENYEK
Ossz-miRNS koncentracio

A spektroszképiai mérések alapjin minden anyai plazma-
mint4bdl sikeres volt a miRNS extrakcié. A mintikban mért
6ssz-miRNSkoncentriciékban nem mutatkozott szignifikdns
kulonbség a két csoport kozott, a kontroll mintdkban atlago-
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6ssz-miRNS koncentracié (ng/uL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
mintak (n)

normalizalt let-7c expresszio (ng/ul)

VSzR kontroll

1. dbra. Az anyai plazma mintakban mért 6ssz-miRNS
koncentraciok. 1-14: beteg, 15-28: kontroll

Szoérasdiagram. Jeldlések: o: beteg mintak, +: kontroll mintak.
A mintakban meért 6ssz-miRNS koncentraciokban nem
mutatkozott szignifikans kilénbség a két csoport kozétt.

san 6,362,11 ng/ul, a betegekben pedig 5,11+2,10 ng/pl volt
a miRNS koncentricié (p=0,23) (1. Abra).

A let-7c mennyiségének meghatarozasa anyai
plazma mintakban

A miRNS expressziés vizsgilatok elvégzéséhez op-
timalizdltuk a RT-PCR reakciét. A mddszer segit-
ségével hatékonyan detektdltuk az #6 snRNS-t és
a let-7c miRNS-t anyai plazmédban. A koéros esetekben aler-
7emiRNSmennyisége szignifikinsan emelkedett a kontroll

csoportban mért mennyiséghez viszonyitva(2,81+3,70 ng/

pl illetve 0,017+0,023 ng/pl) (p<0,05) (2. Abra).

A bioinformatikai analizis eredményei

A miRWalk webszerver alkalmaziasival a vizsgilt 407
gén altal kédolt mRNS szekvencidk kozil 98 a hsa-let-
7c miRNS lehetséges célpontja (legalibb egy predikcids
program dltal megjésolt interakcié alapjin). Negyven-
négyet ezek kozil mind a hdrom felhaszndlt predikciés

2. abra. A beteg és kontroll csoportban mért let-7c miRNS
koncentraciok median értékei

Doboz abra. Jeldlések: o: 25-75% interkvartilis tartomany
(IQR), = median, I: minimum és maximum értékek a normal
tartomanyban, *: kiugré értékek. A kéros esetekben

a let-7c miRNS mennyisége szignifikansan emelkedett

a kontroll csoportban mért mennyiséghez viszonyitva.

program potencidlis célpontként hatdrozott meg. A 44
taldlat kozil négyetvaliddltak kisérleti mddszerekkel
is: DICERI (Western blot [24]), TGFBRI (Western
blot, riporter esszé, RT-PCR [25]), NOTCH2 (djgene-
raciés szekvendlds[26], 15. Abra) és 7TAZ (Gjgenerdcids
szekvendlas [26]); 6 gén mutdcidja sziviejlddési rendel-
lenességhez vezet: ACVR2B (non-szindromikus VSzR
[27]), CHD7 (CHARGE szindréma [28]), HAND?2 (non-
szindromikus VSZR [29]), NOTCH?2 (Alagille szindréma
[30]), SH3PXD2B (Frank-Ter Haar szindréma [31]) és
TBX5 (Holt-Oram szindréma [32]) (3. T4blazat).

MEGBESZELES

A human keringésben fellelhetd szabad miRNS-ek szintje
relative dllandé és stabilitisukat szélséséges kortilmények
kozott is megdrzik. Ezen tulajdonsdgainak készonhetSen,

3. tablazat. A let-7c miRNS szivfejlédési rendellenességgel kapcsolatba hozhatéd prediktalt célgénjei

Szivfejlédési

Gén neve miRNS neve Predikcié (3/#) Validalas .
rendellenesség
ACVR2B let-7c-5p 3 nem igen
CHD7 let-7c-5p 3 nem igen
DICER1 let-7c-5p 3 igen nem
HAND2 let-7c-5p 3 nem igen
NOTCH2 let-7c-5p 3 igen igen
SH3PXD2B let-7c-5p 3 nem igen
TAZ let-7c-5p 3 igen nem
TBX5 let-7c-5p 3 nem igen
TGFBR1 let-7c-5p 3 igen nem
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3. abra. hsa-let-7c - NOTCH?Z interakci6 (forras: miRTarbase)

A let-7c miRNS és a NOTCH?Z fehérje kozott feltételezett szabalyozasi kapcsolatrendszer sémaja.
Az abran lathatd, hogy a miRNS mely mas gének expresszidjat szabalyozza, illetve hogy a fehérje milyen egyéb miRNS-ek
szabalyozasa alatt all. A vonalak vastagsaga a validalasi médszer megbizhatdsagat jeldli: vastag: erds bizonyiték (pl. RT-PCR),

vékony: kevésbé er8s bizonyiték (pl. Ujgeneracios szekvendlas).

a keringd miRNS-ek potencidlis biomarkerként szolgil-
hatnak kilonboz8 kérképek esetében. Azok a miRNS-ek,
amelyek a terhesség ideje alatt expresszdlédnak a placen-
taban, nagy valészindséggel kimutathatéak az anyai ke-
ringésben. Szdmos olyan taldlhaté koézottik, amely részt
vesz a sziviejlédés folyamatinak szabdlyozasiban, ezéltal
Osszefliggésbe hozhaté a szivfejlédési rendellenességekkel.
A Jet-7 miRNS csaldd tagjai (13 db miRNS, kéztik
a le-7c) konstitutivan expresszalédnak a sziv- és érrend-
szer f6bb sejtjeiben, beleértve a vaszkuldris simaizom sej-
teket, az endothel sejteket és a koszortér simaizom sejtjeit
[12]. Babiarz és munkatdrsai 2012-ben hiPSC (human
induced pluripotent stem cells) eredetd szivizomsejteken
transzkiptomikai vizsgédlatot végeztek, melynek eredmé-
nyéil azt kaptdk, hogy a lez-7 miRNS csaldd egy fontos
csomépontja a cardiomyocyta differencidciét szabalyo-
z6 miRNS-mRNS hilézatnak [13]. Alez-7miRNS csalad
tagjai fokozottan expresszdlédnak a méhlepényben [33],
ezért felteheten megtaldlhatéak az anyai keringésben is.
Coppola és munkatdrsai 2013-ban kisérletekkel bi-
zonyitottik, hogy a /Jer-7c részt vesz a cardiomyogenesis
szabdlyozdsdban: célpontja egy olyan metil-transzeferaz
enzim (EzA2), amely kulcsfontossigt, a szivfejlédésben
szerepet jatszo transzkipcids faktorokat csendesit (ezdltal
a miRNS serkenti a folyamatot) [14]. Thum és munkatdr-
sai azt taldltdk, hogy a /ler-7c expressziés mintdzata nagy
hasonlésdgot mutat krénikus szivelégtelenségben és mag-
zati szivben. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a betegség

a fetdlis gén program reaktiviciéjival jellemezhets, és ezt
a valtozast vélhetéen miRNS-ek (koztik a /ler-7c) idézik
els [34].

Az altalunk végzett bioinformatikai analizis eredmé-
nyei szerint a NOTCH2 gén a let-7cmiRNS fontos cél-
pontja (3. Abra) és a gén csendesitése szivfejlsdési rend-
ellenességhez vezethet: a gént a felhaszndlt predikciés
programok a Asa-let-7c potencidlis célpontjaként hatiroz-
tak meg; kisérletesen validdltdk a miRNS-mRNS inter-
akeidt [26]; tovibbd a gén mutdcidja a sziv hibds fejlédé-
séhez vezet. ANOTCH? fontos szerepet jitszik a vel6csd
eredetl vaszkuldris simaizom sejtek proliferdciéjinak sza-
balyozdsiban és nélkilozhetetlen a sziv kidramlasi palyd-
janak megfeleld kifejlddéséhez [35]. Az Alagille szind-
(OMIM:610205)
tarsulé komplex, domindnsan 6rokl6ds kérkép. A beteg-

réma szivfejlédési rendellenességgel
ség kialakuldsinak oka a Notch szignaliziciés utvonal
diszfunkci6ja, melyért legtobbszor a JAG1 gén mutdcidi,
kisebb részben pedig a a NOTCH2 gén muticiéi teche-
t6k feleldssé [30]. Mc Daniell és munkatdrsai olyan csa-
lddokat vizsgéltak, amely kép JAG1 génnel rendelkeztek.
A NOTCH2gén hibdit két csalidban fedezték fel: az egyik
esetben a 33. exonsplice akceptor helyét érinti a muticié
(c.5930-1G>A); a misik esetben a 8. exonbantaldltak
non-szinonim mutdciét (c.1331G>A). A Hajdu-Che-
ney szindréma (OMIM:102500) egy ritka, autoszémalis
dominins médon 6rokldds kotdszoveti rendellenesség.

F§ jellemzdje az acro-osteolysis, mely gyakran tarsul
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polycystas vesebetegséggel és sziviejl6dési rendellenesség-
gel. A korkép megijelenését legtobbszor a NOTCH?2 gén
muticiéi okozzdk [36, 37].Ez a tény tovabb erdsiti azt
a feltevésiinket, miszerint a géntermék hidnya hozzijirul-
hat a sziv hibis fejl6déséhez.

Mindezek alapjin arra kovetkeztettiink, hogy a /ez-
7emiRNS a velesziletett szivfejlddési rendellenesség po-
tencidlis biomarkere, és a kozeljovében a magzati sziv-
ultrahanggal kombindlva alkalmazhaté lehet a betegség
kisz(irésére.
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